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The Infuential Factors of RAPD in Ilex kudingcha and the 
Optimization of the Experimental Conditions 


ZHANG Feng-Qin' [ XU Li-Xin'D ZHOU Peng’ [ LIU Guo-Min'™* J] 
GUO An-PingD QIU Qing-Tie' 
D 1 Kudingcha Research Institute of Hainan University() Haikou 5702280 Chinal] 
2 State Key Laboratory for Tropic Crops Biotechenology(] CATASD Haikou 5711010 Chal! 


Abstract[] Iex kudingcha was used aë Tea” for a long time in China. The influential factors of RAPD in 
Ilex kudingcha C. J. Tseng are studied and the experimental parameters are optimized. The optimal ex- 
periment conditions are as follows] 25 pl reaction system containing 20 ng — 80 ng templatel] 200 pmol/L — 
400 pmol/L dNTP 1.5 mmol/L — 2.0 mmol/L Me" [] 5 pmol arbitrary primer{] 1.5 unit Taq DAN poly- 
meras. An optinal amplification program is 45 cycles of 4 min at 95°C[] 30 sec at 94°C[] 30 sec at 35 - 
37°C{] 2 min at 72°C] with a TGRADIENT Thermal Cycler. A high reproducibility was obtained under 
the optimized experimental conditions. 

Key wordsU Ilex kudingcha{] Random Amplified Polymorphic DNA] RAPDLU Influential factors] Opti- 


mization 





OOU" 0O0O0000000000000000000000000000000 





* DOOOOCUOOCOUODCO0 OO D 398600489 300600400 

xx D DUU UU Author for correspondence 
0000 0 2002-09 - 16] 2002-01- 100 000 
D0000000017%-00000000000000000000000000000 





348 UW UU UU 0 250 





DUOO0000000 3s00000000000000000000000000"O 
OO*O000 200 830000 0 0 020200000000000 0 0 Hex kudingcha 
C. J. "engl U 0 O DU OOD J. latifolia Thunb. O O O Z.conuta Lind. O00 00000 
O Z.pentagona S. K. Chen{] Y. S. Feng et C. F. Land! OO OO0OO0OO0OO0OOO0OOO0OO0O0 
DD0000000000000000000000000“000”"U0UUUU0U0UU0O 
UO000000000000000000“00000"000001%00000 
D000“000"000000000000000000000U0000 7. kudingcha 
C. J. Teng fl UDDUUDUDDDUDUDUDUDUUDUUUOUDUUDUDDUDUDUDUUDUI 
DO0000000000000000U0000000UU0O0D0UO0D0UUO0UUUO 
DO000000000000000000000UD000U000UD00UUUUOO 
DDOO0U0000000000000000U000000000000UU0UUUO0UUUDO 
DO00000000000U0000000U000000U00U0UUUU0UUO 
DUDOUUD200000000000000000UUD00U00UD0UUU RAPD 
DDO000000000000000000000UD000UU0D00UU00UUUO 
DDOO000000000000000000000UD000U000UU0UUUUOO 
DO000000000000000000000U0D000U000UDU0UUUUOUO 
DO00000U00000000U00D000U0000UU0 RAPPUUUUUUUUOUUO 
UUDUUUUDO 
RAPDDUOUOOUOOUOOUOOOOUOUOOOOOOOOOOOOO0OO0O0O0O0U0O00O 
DUDDO0O000000000000000000000U00000U000UU0UU0O 
1992[] Clark] 199710 0 Rapp UUDUUOUUUDUUOUDUUUDUDDUDUUU 
DO00000000000000U0000000 RAFPUDUDOUUUUUUUUOD 
DOO000000000000000000000UD000U000UD00UUUUOO 
DO0000000000U0U00 RAPPUUUU DNAD DUDU dNTPs O O O Mga, O 
DUDU RAPDUOUOUOODOOOUOOOOOOOUOOOUOUOUOUO0O0O0U0O0O00D 
DUDUUUUDUUDUUUDU RAPDUODOODOUOUDOUOUOOOO0OO0OD 

























































































































































































































































































1 HUUUU 
1.1 00 

DUOUOO0OUOUO0O0O0O0O0U0O00U0U0O0UU0O0O000000000 
1.2 OOO00O0 
1.2.1 DOOOUUcTARgOUOOUOOU0D0U0W Tash OOOO0U0W ma UUUDUDUIDU 
D00000000000000000NadgPvVPIOIO000000D000000075%0000 
1.2.2 D00000000000000000000000752000000000 TGRADIENT Thermo- 
cycleDO000000000000UVPHOTOM. wOO000000 
1.3 00 
1.3.1 O0 DNADDODO OOCcCABOOOOOOOO0OO0ODO Mex kudingcha C. J. Tengd O00 05¢00 0.1g 
PVPOOOOOOG 5mM000000 1.8m0 DD O 2%CTABO 100 mmol/L Tris-HCI 1.4 mol/L NaCl] 20 
mmol/L EDTAD 0.5% B-MEDD est D O 50 minl DO00210000004c07000000 
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DNA[] 12 000 r/min[] 10 min DNA OU 7%000000000000U000 1004 TED O 
DNA O O oul RNase O 10 mg/ml 37COU U 30mm DOU 0 0000241000 


0 U U 
0 4c 0.7000 DNAU 12 000 r/min] 10 minUU DNA UUU "enn 
U 





























































































































































































































































































































































































































HUUUUUUUO 100,1 ddHJOUHUUUUUUUU -EBUUUU DNAQUUUUY 75200000 
HUUUUUUU HOU DNADOUUUUY -2coUU00 

01 RAPDOOOOUUOO 1.3.2 DNADU RAPDU U UU Wiliams [U [O 19900 U 

Table 1 Arbitrary primers and the sequences WOU U00 UU TGRADIENT Thermocycler | PCR UI UU 

of dNTPs in RAPD 0000000 sagen 00 soo 400000000 

000 00000 D2300U000U00000000U00UUUD0 

Numbers of arbitrary primers Sequences of dNTPs s300 $20 S310 3000000000 1000 $3310 

$22 TGCCGAGCTG 

$30 ercarcocag UUUHUUHUUU 10 TaqbNA OO UUUUUUUUU 

$31 CAATCCCCCT HUdNTPHUUUUYUUUUUUUUUUUUUO 

25410 OO 10 x reaction Buffer] D O Mg* O 0.2 mmol/L 





































































































































































































































































































































































































dNTPsl] Spmol D DD 1.5 mmol/L MgCLU 1.5UTaq O O 40 ns UU DNA. 

13.3 0000000 0O 04000000 1.4%0000000000 £8000 0 UVPHOTO M. 
WHUHUUUUUUUUUUUUUUU 

1.4 UUUUU RAPDYHOUOUOUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUO 

1.4.1 UU DNAUD UU DNAUVUUUUU RAPPOUUUDCUDCGUUUUUUUUUUUUUUOD 
D00000000000000 Williamsi 19900 O O O O 19970 Wei O 199440 UU O 19990 0 000 
20010 RAPDUUOUOUOOUUOUUOOUOUOOUODOD DUD 20 ng~ 160 ngi O O ODU UAA GEH go 
DDOUODOUUUUUUD UDUUUD 0.2ng~320ng0UUUUU DNAUDUUUUUUUU PNAUUU 
UUDU 20 
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Table 2 Effect on template concentration of PCR reaction 





00000 ng/2s pl 


Template concentrations 


OO Results +/- + ++ ++ ++ + + + 


0.2 2 20 40 80 160 240 320 





0000000 $30 Primer 5 pmol Taq 1.5U dNTPs 0.2 mol/L Mei" 1.5 mmol/L 













































































































































































































































































“-"Q0000000" +/-"O000000000 +"00000000000 ++”"0000000000 
1.4.2 dNIPsDUD dNTPsOO PCROOOUUUGOUOU DNAQGDOOOOUUUODUUUUUOUUO 
UUOUUUDDUUUUDUOUUUDUUDUDUDUUDUUDDUUDUUUODUDUUUDDUDUUUDDDU UU 
UUOUUUUDUUDUUDUUDUUUU DUOU0O00000 danes O OO UU UU 50 pmol/L ~ 600 
pmol/LUO O UU 30 

O 3 dNTPs DU PCRO LDO 








Table 3 Effect of dNTPs concentration on PCR reaction 
dNTPs 0 0 0 pmol/L{] 
dNTPs content 


OO Results +/- + + ++ ++ ++ + + 


50 100 150 200 300 400 500 600 





0000000 Template 80 ng $22 Primer 5 pmol Taq1.5U Mg* 1.5 mmol/L 
“-"QO0000000" +/-"“GO0O0000000 +"O00000000000" ++"0000000000 
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表 4 Me" 浓度 对 PCR 的 影响 
Table 3 4 Effect on Me" concentration of PCR reaction 


Me" 含量 (mmol/L) 





0.2 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 
Me" content 
结果 Results 一 二 三 ~ 十 十 十 十 ++ + + + 





ME: 实验 条 件 为 Template 80 ng S17 Primer 5 pmol Taq 1.0U dNTPs 1.5 mmol/L 
”- ”表示 无 扩 增 产物 ; “+ 1/- ”表示 扩 增 产物 不 稳定 ;“+ ”表示 扩 增 产物 效率 较 高 ; “++ ”表示 扩 增 产物 效率 高 。 


RS 试验 反应 程序 1.4.3 Me 的 用 量 Me 是 PCR 反应 的 一 个 决定 性 因子 ， 它 
Table 3 Testing programs 不 仅 影响 扩 增 的 真实 性 及 产物 的 特异 性 ， 而 且 可 能 影响 酶 活 
反应 程序 。 延伸 时 间 循环 次 数 性、 引物 的 退火 温度 、 引 物 二 聚 体 的 形成 等 诸多 方面 。 确 定 


oo time Numbers or yee 镁 离子 最 佳 浓度 至 关 重要 。 镁 离子 浓度 过 低 ，Taq 酶 有 所 失 





Pa 2min 45 活 ， 过 高 则 会 使 引物 的 错 配 频率 增加 (Lowe，1996)。 本 实验 
Py 2min 45 在 0.2 mmol/L ~ 3.5 mmol/L 之 间 设置 ve 浓度 梯度 ( 表 4)。 

1.4.4 PCR 热 循 环 的 反应 参数 ”本 实验 针对 延伸 时 间 、 循 环 
Ew 90sec 45 次 数 等 条 件 进行 了 试验 ， 其 程序 设计 见 表 5。 所 有 程序 的 基本 
Gs amin 35 AEA OS CHEE 4 min, CRE 30s， 复 性 时 间 为 30s， 延 
人 伸 温 度 为 72 避 ， 经 循环 后 在 72 仿 条件 下 反应 7 min, 4°C RAE 


下 取出 ， 其 扩 增 的 引物 为 $31. 


2 结果 与 分 析 
2.1 模板 DAN 用 量 的 适宜 范围 

模板 DNA 浓度 对 PCR 结果 影响 不 显著 ( 表 2， 图 2)， 在 20 ng ~ 80 ng 的 模板 含量 条 件 
下 均 扩 增 出 了 基本 相同 的 带 型 ， 超 过 80 ng 以 后 ， 扩 增 出 来 的 带 弱 ， 甚 至 出 现 弥 散 现 象 ， 





图 2 模板 浓度 试验 ， 引物 S30 的 电泳 图 谱 ，1 ~ 8 Bik 
道 的 浓度 分 别 为 0.2，2.0，20，40，80，160，240， 
320 ngf 反 应 ，9 号 泳 道 为 Marker (A DNA-Hind 册 /EcoR I 


图 1 引物 S31 的 扩 增 结果 Weien, DNA Lelde 
Fig. 2 Testing of template concentration: amplified results 





Fig. 1 amplified results of primer S31 
of primer S30. Template concentrations were 0.2, 2.0, 20, 


40, 80, 160, 240, 320 ng/Re, respectively. 


3 期 张 风琴 等 : 苦 丁 茶 冬 青 的 RAPD 影响 因素 及 实验 条 件 的 优化 351 


致使 谱 带 难以 辨认 。 这 可 能 是 由 于 模板 浓度 过 高 所 致 。 尽 管理 论 上 一 个 细胞 中 DNA 的 量 
就 足够 作 扩 增 反应 的 模板 ,但 在 实际 应 用 中 ， 一 定 范围 内 模板 分 子 数 越 多 则 错误 扩 增 越 
少 ; 模板 浓度 过 高 则 可 能 使 引物 或 dNTPs 过 早 被 耗 尽 ， 出 现 扩 增 结果 不 稳定 的 假象 。 此 
外 ， 扩 增 效果 还 与 模板 DNA 的 纯度 有 关 。 因 此 ， 根 据 实验 结果 及 上 述 原理 ， 我 们 认为 ， 
fet TARA APY RAPD 实验 中 模板 DNA 浓度 的 适宜 范围 为 20 ng ~ 80 ng/ 反 应 。 
2.2 dNTPs 用 量 对 PCR 结果 的 影响 

Williams 等 (1990) 的 RAPD 实验 中 每 种 dNTPs 浓度 为 100 pmol/L; 在 以 后 的 研究 中 常 
使 用 100 ~ 200 pmol/L 的 dNTPs ( 苏 晓 华 ，1997; Kaya 等 ，1995; Castigliore 等 ，1993)。 本 
实验 结果 表明 : 在 苦 丁 茶 冬 青 的 RAPD 实验 中 ，dNTPs 浓度 在 150 pmol/L ~ 400 pmol/L 范围 
内 均 获 得 较 好 的 扩 增 效果 ， 但 以 200 pmol/L ~ 400 pmol/L 范围 内 的 实验 结果 最 为 稳定 ， 其 
扩 增 带 型 相似 ( 表 3， 图 3)。 因 此 我 们 认为 ， 苦 丁 茶 冬青 的 RAPD 实验 的 最 佳 的 dNTPs 浓 
度 为 200 pmol/L ~ 400 pmol/L. 
2.3 Me 浓度 对 PCR 结果 的 影响 

Mg 是 Taq 聚合 酶 的 激活 剂 。Mg”* 不 足 ，Taq 酶 作用 效率 低 ; 此 外 ，dNTPs 同样 也 竞 
争 Mg* 。 以 苦 丁 茶 冬 青 为 实验 材料 的 研究 结果 表明 ，Mg:* 在 0.2 mmol/L ~ 2.0 mmol/L 范围 
内 ， 谱 带 的 强度 和 亮度 随 着 Me" 浓度 的 增加 而 增加 ; 当 Mei" 浓度 为 1.5 mmol/L ~ 2.0 mmol/L 
时 扩 增 出 谱 带 数 多 达 8 ~ 10 条 ， 而 且 亮 度 理想 (图 4 中 5，6 泳 道 ); Me" 浓度 超过 2.0 mmol/ 
L 以 后 ， 扩 增 出 来 的 带 弱 ， 同 时 出 现 弥 散 现象 ， 其 谱 带 较 难 辨 认 (图 4 中 6，7，8 泳 道 )。 总 
之 ,在 苗 丁 茶 冬 青 的 RAPD ZE, Me" 浓度 在 1.0 mmol/L ~ 2.0 mmol/L 范围 内 其 扩 增 出 的 
带 型 基本 相似 ， 但 以 Mei" 浓度 为 1.5 mmol/L ~ 2.0 mmol/L 的 谱 带 效果 最 佳 ( 表 4， 图 4) 





图 3 dNTPs 浓度 试验 ; 引物 S22 的 电泳 图 谱 ，1 - 图 4 Me 浓度 试验 : 引物 S30 的 电泳 图 谱 ，1 ~ 8 号 泳 道 
8 号 沪 道 的 浓度 分 别 为 50，100，150，200，300， 的 浓度 分 别 为 0.2，0.5，1.0，1.5，2.0，2.5，3.0，3.5 
400, 500, 600 pmol/L, 9 号 泳 道 为 Marker (A DNA- mmol/L, 9 HKH D Marker (A DNA-Hind ll /EcoR | + 100bp 
Hind [I] /EcoR | + 100bp DNA Ladder) DNA Ladder) (A DNA-Hind [I] /EcoR | + 100bp DNA Ladder) 
Fig. 3 Testing of dNTPs concentration: amplified re- Fig. 4 Testing of Me" concentration: amplified results of primer 
sults of primer $22, dNTPs concentrations were 50, 100, S30, Me" concentrations were 0.2, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 


150, 200, 300, 400, 500, 600 pmol/L, respectively. 2.5, 3.0, 3.5 mmol/L, respectively. 
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2.4 PCR 热 循环 的 反应 参数 

复 性 温度 是 PCR 反应 中 的 特异 性 关键 因子 。 复 性 温度 过 高 会 使 引物 与 模板 结合 不 上 ， 
过 低 则 会 导致 引物 与 模板 的 非特 异 结合 ， 使 扩 增 的 特异 性 下 降 。Williams (1990) 曾 指 出 ， 
40 乞 以 上 的 复 性 温度 会 使 10 个 碱 基 的 随机 引物 PCR 反应 受到 抑制 。 本 实验 中 分 别 在 
35C, 36C, 37C 3 种 复 性 温度 条 件 下 进行 扩 增 ， 得 到 的 带 型 相似 。 这 表明 ，35% ~ 37 
的 复 性 温度 对 于 藻 丁 茶 冬 青 的 PCR 反应 是 比较 合适 的 。 

Taq 酶 的 最 佳 活力 温度 是 70%C ~ 
"at, RHA 72% 作 为 扩 增 反应 的 
延伸 温度 。 在 此 温度 条 件 下 ， 延 伸 时 
间 一 般 以 1min 左右 较为 合理 。 我 们 在 
本 实验 中 设置 了 30s, Os, Ws, 2 
min 4 种 的 延伸 时 间 。 结 果 表 明 ; 30 s 
的 延伸 时 间 ， 其 扩 增 谱 带 非常 弱 ; 60s 
和 90s 延伸 时 间 ， 其 扩 增 谱 带 的 主 带 
强度 强 ， 且 其 他 多 态 性 带 亦 有 一 定 的 
强度 ; 而 2min 的 延伸 时 间 ， 其 扩 增 量 
明显 增加 ， 所 得 的 谱 带 多 ， 其 强度 均 

PAS 反应 程序 试验 : 1~9 号 沪 道 的 程序 分 别 为 Bs Py, Py, 增加 ， 而 且 稳定 。 因 此 ， 在 我 们 的 实 
Ess Ens Ems Cus Cos Cy. 验 条 件 下 ， 苦 丁 茶 冬青 的 RAPD 实验 
Fig. 5 ‘Testing of reaction program: Reaction programs were Pis, Py, 其 最 佳 延伸 时 间 应 为 2 mino 
Pe, Eis Ear Ei CG Ge 循环 次 数 关系 到 扩 增 产物 的 多 
与 少 。 在 一 定 范围 内 ， 每 一 循环 都 使 
乎 异 区 段 的 基因 拷贝 增加 一 倍 。 理 论 上 ， 在 反应 中 模板 DNA 的 部 分 区 段 以 几何 级 数 扩 增 。 
但 在 事实 上 ， 经 过 一 定 的 循环 次 数 ， 随 着 引物 或 dNTPs RRS, Taq 酶 失 活 ， 扩 增 会 进入 线 
性 的 平台 期 。 本 实验 结果 表明 : 35、40、45、50 次 循环 ， 其 谱 带 无 显著 区 别 ,但 以 40、45、 
50 次 循环 条 件 下 的 谱 带 强度 要 亮 。50 次 循环 出 现 弥散 状 ， 这 可 能 是 在 Taq 酶 被 消耗 完 后 的 
循环 中 ， 由 于 变性 的 高 温 而 使 扩 增 产物 降解 所 致 (图 5)。 因 此 ， 在 苦 丁 茶 冬 青 的 RAPD 实验 
H, 40 次 循环 虽 可 达到 要 求 ， 但 就 谱 带 的 强度 和 稳定 性 而 言 ， 以 As 次 热 循环 为 佳 。 
2.5 苦 丁 茶 冬 青 RAPD 反应 体系 的 确立 

影 啊 随 机 3 引物 PCR 反应 的 因素 很 多 ， 实 验 结 果 的 质量 是 由 反应 中 各 因子 共同 作用 决 
定 的 。 通 过 对 影响 实验 结果 的 各 因子 交互 组 合 实验 ， 本 研究 最 后 确立 苦 丁 茶 冬 青 的 RAPD 
反应 体系 如 下 : 





10 x reaction 2.5 ul 

dNTPs 2.0 ul (200 pmol) 
Me" 1.51 (1.5 mmol) 
Primer 1.0 1 (5 pmol) 

Taq 1.5U 

ddH, O 16.5 pl 

Template 1.0 yp) (20 ng ~ 40 ng) 





Total 25.0 ul 
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0000M 0000000000000000 reerR00000000000000 
0O00 RAPDUOUOOUOOUOOOOO0O0 2m000000000 DNA 20 ng ~ 40 ng 1.5 
mmol/L ~ 2.0 mmol/L Me" 200 pmol/L dNTPsO OOO0O0O00O0O0000000 PCROODOOD 
000 RAPDUOOOUOUOU0OO0OO0OO0O00D0 
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